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1. Bevezetés

A gyodgynovénykutatas fejlodésének koszonhetéen ma mar egyre nagyobb teret hodit a
gyogynovények terapias célu felhasznalasa; az igény is egyre nagyobb a minél természetesebb
gyogyszerekre, terapiakra, elsdsorban a kedvezobb mellékhatas-profil és a jobb toleralhatosag
miatt. Mindazonaltal a hatékonysag és biztonsagossag érdekében ugyanolyan 6vatosan kell
eljarni a természetes eredetli gyogyszerekkel, gyogyhatdsu készitményekkel, mint a
szintetikumokkal kapcsolatban.

Egy-egy tradicionalis gyogyndvény Ujraértékeléséhez, egy 1) indikacios teriilet feltdrasahoz,
vagy egy tisztazatlan hatdsmechanizmus leirasdhoz komoly kutatasi, analitikai, vizsgalati
hattér sziikséges, melyhez az alkalmazott kémiai és biologiai modszerecknek is fel kell
fejlodniiik.

Az Ononis spinosa L. tjraértékelése idoszeri, hiszen szamon tartjak ugyan, mint tradicionalis
gyogynovényt, €s teakeverékekben is hasznaljuk, mégis analitikai, klinikai vizsgalata terén
még vannak hianyossagok. Tartalmi anyagai a triterpenoidok és az izoflavonoidok, melyek
igéretesek  bizonyos  betegségteriiletek  (kardiovaszkularis és  egyes  daganatos
megbetegedések) adjuvans kezelésében illetve prevencidjaban.

Az utobbi évtizedekben egyre inkabb elterjedt modszer a szuperkritikus fluid extrakcié (SFE)
mely soran a kivonas fluid allapott indifferens gazokkal (t6bbnyire C0,) torténik. A modszer
els6ésorban apolaris jellegli vegyiiletek kivonasara alkalmas. Az Ononis spinosa L. apolaris
jellegli vegyiiletei a terapiasan is igéretes fitoszterolok, melyek tobb betegség teriileten is —
benignus prostata hypertrophia (BPH), illetve egyes daganatos betegségek - preventiv, illetve
adjuvéans hatdssal birhatnak. A szterolok kvalitativ és kvantitativ analizise az irodalomban
jellemzbéen szarmazékképzésen alapuld gazkromatografiaval torténik.

A ciklodextrinek gyodgyszeripari alkalmazasa mara rendkiviil elterjedtté valt; egyre tobb a
ciklodextrinnel formulalt gyogyszer. A gyogyndvény-kémia teriiletén beliil is egyre tobb
fenolos vegyiiletet, flavonoid, katechin, illdolaj komponens, illetve szterdnvazas vegylilet
ciklodextrin komplexeirdl vannak mar irodalmi adatok. Gyakorlati alkalmazasukra példa a
citrusfélekbodl késziilt italok keserli izének a csdkkentése a naringin, heszperidin, illetve
limonin eltdvolitasaval; koffein eltavolitasa kavébol és teabol; margarinok, tojas és egyéb
termékek koleszterin mentesitése. Ezen feliil a ciklodextrinek befolyéassal lehetnek a novényi
hatéanyagok/komponensek szervezetbeli hatasara; novelhetik azt a bioldgiai hasznosithatosag

fokozasa révén, példaul az antioxidans hatas ndvelése polifenolok, flavonoidok esetében. A



ciklodextrinek tehat hozzajarulhatnak a novényi eredetii gyogyszerek, illetve gyogyhatast
készitmények még jobb bioelérhetdségéhez, raadasul jobb tolerdlhatdsaghoz, s a dozirozas

csokkentéséhez, ennél fogva még kedvez6bb mellékhatas-profilhoz is vezethetnek.



2. Célkitiizések

Munkank soran célul tiiztiik ki, hogy az Ononis spinosa L. gyokerének, mint gyogyszerkonyvi
drognak hatdanyagait mélyebben feltarjuk. Célunk volt a ndvény triterpenoidjainak
tovabba a novény két fontos izoflavonjdnak (genisztein ¢és daidzein) kiilonb6zo
ciklodextrinekkel komplexalt biologiai elérhetdségét, valamint a ndvényben talalhato
izoflavonoidok szelektiv kinyerésének lehetdségét. Mindezeket az alabbi pontokban foglaljuk

0ssze:

1. Az Ononidis radix triterpenoidjainak azonositasa és mennyiségi értékelése a kiilonbozo
szerves oldoszerekkel, illetve szuperkritikus COj,-dal késziilt kivonatokban GC-MS
modszerrel.

2. A kiilonbozé kivonatok [-szitoszterol tartalmanak kvantitativ vizsgalata GC-FID
modszerrel, szarmazékképzés nélkiil.

3. Az Ononidis radix izoflavonoidjainak kvalitativ analizise LC-MS-sel.

4. Genisztein és daidzein -, y-, hidroxi-propil-B- és random-metil-p-ciklodextrin komplexek
vizsgalata CD spektroszkopiaval és "H-NMR-rel.

5. Genisztein és daidzein B-, vy-, hidroxi-propil-p- és random-metil- B-ciklodextrin
komplexek kioldodasanak és bioelérhetdségének vizsgalata in vitro; Caco-2 sejtvonalon.

6. Genisztein B-ciklodextrin komplexének Caenorhabditis elegans modellallat élettartamara
gyakorolt hatasanak vizsgalata.

7. Az Ononidis radix izoflavonoidjainak kivonasa ciklodextrinek segitségével; a kivonas
paramétereinek optimalizaldsa és a kivonatok értékelése a CD nélkiil nyert kivonatok

Osszetételének tiikrében.



3. Anyagok és médszerek

3.1. Novényanyag

A triterpenoidokkal (fitoszterolok, triterpének), illetve az izoflavonoidokkal kapcsolatos
vizsgalatokhoz felhasznalt Ononis spinosa L. (Fabaceae) gyokérdrog a kiskérosi Bio-Berta
biokertészetbdl, illetve az erddkertesi Rozsahegyi Gyodgy- €s Fliszernovény Forgalmazo Kift-
t6l szarmazik. Mindkét forgalmazott novényi anyagot szaritva és apritva kaptuk, mindsége
megfelelt a Ph.Hg. VIII. eléirdsanak. A drog daréalas utdni részecskemérete 0.689 + 0.044 mm
illetve ~ 1200 um volt. A drogot a tovabbiakban ebben a dardlt formaban hasznaltuk fel a

kivonasokhoz.

3.2. Triterpenoidok vizsgalata
3.2.1. Extrakcios és tisztitasi modszerek

¢ Soxhlet extrakcio

Soxhlet késziilék, forro vizfiirdd, légkori nyomdson, az oldoszer forrpontjan; poritott drogot
n-hexannal, majd a tobbi oldoszerrel (izopropanol, etilacetat, aceton, metanol, etanol) vontuk

ki elszintelenedésig.

o Kiméletes extrakcio

Extrakcio 40°C-on, gdmblombikban, lapatos keverdvel; kivonoszerek: aceton, etanol és
metanol; poritott drogot 3 x 1 oraig vontuk ki; kivonatokat Osszegytijtottiik; oldoszert

ledesztillaltuk (Biichi Rotavapor R-200).

e Szuperkritikus fluid extrakcio

e Laboratoriumi extrakcio

Extrakcio ISCO 2-10 kisérleti laboratoriumi szuperkritikus extraktorban; fluid CO; ; 40°C-on;
100 g drogbdl; 100, 200 és 300 bar nyomason; 60, illetve 90 percig (30 perc statikus extrakcid



légkori nyomason + 30/60 perc dinamikus extrakcio eldirt nyomason); extraktumokat 96 %-

0s etanolban nyelettiik el.

o Feliizemi méretii extrakcio

Féliizemi méretli szuperkritikus extraktor, fluid CO;-dal 4lland6 hémérsékleten (40°C) és 450

bar nyoméson, 1000 g drogbol.

3.2.2. Tisztitas elszappanositassal

Elszappanositas: vakuumban beszaritottuk; maradékot 50 ml 96%-os alkohollal és KOH-dal
forr6 vizflirdon elszappanositottuk; kivonatokat vizzel higitottuk, majd petroléterrel tobbszor
kiraztuk. A szerves fazisokat vizzel lugmentesre mostuk, majd beparoltuk, a maradékot

kloroformban oldottuk.

3.2.2. Analitikai vizsgalatok

3.2.2.1. Triterpenoidok azonositasa és mennyiségi jellemzése GC-MS analizissel

Agilent 6890N késziilék 5973N kvadrupol tomegspektrométerrel, HP-5MS (30 m x 0.25 mm

N

majd 10°C min-1 140°C-t61270°C-ig, 20 perc izoterm, majd 270°C-t61 300°C-ig 10°C min-1,
6 perc izoterm., vivogaz: hélium; aramlasi sebesség: 1 ml min-1; injektor hdmérséklet

280°C; injektalt térfogat: 1 pl.

3.2.2.2. B-szitoszterol tartalom meghatarozasa GC-FID vizsgalattal

Agilent 6890N késziilek, DB-5MS (25 cm x 0.2 mm x 0.33 um) all6fazisu oszlop; vivégaz:

hélium, aramlasi sebesség: 1 ml min-1; injektor hémérséklet: 280°C; injektalt minta térfogata



1 ul;. hdmérsékleti program: 120°C 1 percig, majd 120°C-t61 300°C-ig 10°C min-1, 14 perc
izoterm, 300°C-t6l 310°C-ig 10°C min-1, 10 perc izoterm; langionizaciés detektor

hémérséklete: 330°C; bels6 standard: Sa-cholestan-3-on.

3.3. Izoflavonoidok vizsgalata
3.3.1. I1zoflavonoidok azonositasa HPLC-MS/MS-sel

Agilent 6410 Triple Quad LC/MS rendszer; kromatografias oszlop: Hypersil Zorbax Eclipse,
XDB-C18, 5 um x 150 mm x 2.1 mm; eluensek: 0,3% ecetsav (A) és metanol (B); gradiens
program: 0. perc, 29%; 20. perc, 85%; 22. perc, 100%, 27. perc 100%; 32. perc, 29%.
oszlophdmérseklet: 25°C; injektalt mintamennyiség: 2 ul; eluens aramlasi sebesség: 0,25 ml/
min; MS kisérleti koriilmények — porlasztd: 45 psi; szaritdgaz aramlasi sebesség: 9 L min -1;
szaritogaz homérseklet: 350°C; kapillaris fesziiltség: 3500 V; fragmentor fesziiltség: 100 V;
MS scan: m/z 150-1200; titkdzési energia: 12, 20, 28 és 36 eV.

3.3.2. Genisztein és daidzein izoflavonok komplexalasa §3- , y- , HPB- és RBCD-ekkel

e Szamitogépes molekula optimalizacio

A komplexképzést megel6z6en PM3 (Parameterized Model 3) moédszerrel molekula
optimalizaciot végeztiink Windows 06' alapu Spartan 1.1.1 szoftverrel. Ehhez a genisztein
szerkezetét a SPARTAN adatbazisbol, a y- és B-CD-ek rontgendiffrakcios szerkezetét pedig a
Darmstadti Miiszaki Egyetem adatbazisabol toltottiik le. Az optimalizacioval meg akartuk
vizsgalni, hogy az izoflavon szerkezet és a ciklodextrin gytlirlije kozotti kodlesonhatas

térbelileg és energetikailag 1étrejohet-e.

e A genisztein és a daidzein fazisoldékonysagi vizsgalata

5 mg genisztein illetve daidzein + 5-5 ml novekvo koncentracioju ciklodextrin oldat; keverés

10 o6raig magneses keverén 600 rpm fordulaton; sziirés 0,45 pum-es membransziiron;

vendégmolekula mennyiségi értékelése UV-spektrofotometridsan.



e Komplexképzés

Nedves-gyarasos technika (wet-kneading method): a két izoflavont ¢és az egyes
ciklodextrineket 2:1 gazda-vendég aranyban homogenizaltuk, majd kevés 50 %-0s etanollal
éppen gyurhato masszava kevertiik, s intenziv gyuras utan P,0Os felett szaritottuk. Megmértiik
a szaritasi veszteségiiket 105°C-on torténd hevitéssel (5-10%), s végiil hatdanyag tartalmukat

UV-spektrofotometridval.

e Genisztein és daidzein / CD komplexek kioldédasi profilja

Mérés non-sink koriilmények mellett UV-spektrofotometriaval; 50 ml desztillalt viz + 5 mg
hatoanyag, illetve 50 mg komplex; mintavétel 30 percig 5 percenként, a 40-60. percig 10

percenként; majd mérés.

e Genisztein és daidzein / CD komplexek "H-NMR vizsgalata

Varian Inova spektrométer, 600 MHz 1H, 5 mm-es inverz detektalast gradiens (IDPFQG)
mérofej; homérséklet: 30.0£0.1 °C; a komplex mintak D,0O-ban oldva, szobahdmérsékleten
razatas 48 oraig; minta lecentrifugalasa; mérés. A megfeleld jel/zaj aranyt a genisztein/B-CD

rendszer esetén kaptuk.

¢ Genisztein és daidzein / CD komplexek CD; spektroszkopias vizsgalata

Jasco J-815 spektropolariméter; spektrumok 200-350 ill. 200-400 nm tartomanyban; 20

nm/perc sebesség, 0.1 nm 1épéskodz; 5x akkumulacio; olddszer: desztillalt viz. A komplexeket

elézetesen atszitaltuk, majd vizben oldottuk, lecentrifugaltuk és sziirtiik.



3.3.3. Genisztein és daidzein, illetve ciklodextrin komplexeinek vizsgalata biologiai
tesztekben
e Genisztein és daidzein / CD komplexek membran permeabilitasanak vizsgalata

Caco-2 sejtvonalon

A sejteket 10 (v/v)% inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot, 1 (v/v)% nem esszencialis
aminosavat és 100 mg/ml gentamicint tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) (Sigma-Aldrich, Magyarorszag) tenyésztd folyadékban ndvesztettiik 37°C-on, 5%
CO; atmoszféraban, 95% paratartalom mellett. A transzport vizsgalathoz a sejteket az inzertre
helyeztiik. Az inzerteken a médiumot 2 naponta cseréltiik. A kiiiltetés utani 20-35 nap kozott
valtak alkalmassa a transzport kisérletekre, mikor a Caco-2 sejtek stabil monolayert alkottak.
A monolayer kialakuldsét transzepithelidlis elektromos ellenallas (TEER) méréssel kovettiik
nyomon. A transzport vizsgalatokat akkor végeztiik, mikor a TEER értékek 1500-2000 Q x
cm?® kozott voltak. A transzport vizsgéalatok sordn a monolayer integritasanak ellenrdrzése
céljabol a mintavételek utan szintén elvégeztik a TEER mérést. A vizsgéalatok elott az
inzerteket HBSS oldatban mostuk és inkubaltuk 37°C-on 30 percig. Apikalis kamrabol a
bazolateralis kamraba iranyuld (A-B) permeabilitdsi vizsgalat soran az apikalis kamra
tartalmazta a donor oldatot. A donor oldatok HBSS-ben oldott, a daidzein, genisztein, illetve
CD komplexeik maximalis oldékonysaga szerint készitett oldatok voltak. A bazolateralis
kamra tartalmazta az akceptor oldatot, tiszta HBSS oldatot. A mintdkat a bazolateralis
kamrabol vettiik 30 perces idokozonként a 120. percig. A kivett térfogatokat tiszta HBSS
oldattal potoltuk, melyet a tovabbi szamitasok soran figyelembe vettiink.

Jasco HPLC-UV késziilék; kromatografids oszlop: 25 cm x 4,6 mm x 5 pum; eluensek:
metanol (B) és 0,3% ecetsav (A) (20-21. abra); oszlophdmérséklet: 25°C; gradiens program:
0-9 percig 38-100%, 9-13 percig 100% izokratikus; detektalas hullamhossza: 249 nm
(daidzein), 262 nm (geniszein).

e Genisztein / B-CD komplex Caenorhabditis elegans modellallat élettartamara

gyakorolt hatasanak vizsgalata

Embriok izolalasa (’szinkronizalas’); azonos stadiumu (L4) larvdkat NGM (nematode growth

medium) agar lemezre (ebben FUDR antimetabolit (5-fluoro-2'-deoxyuridine)); 500 mg



komplex ill. azzal egyenértékii genisztein 50 ml NGM oldatba; ultrahangos homogenizalas,
keverés, NGM lemezbe helyezés; 9. nap utan allatokat 01j, hatéanyagmentes, FUDR-mentes
NGM agarra; elhaldsokat folyamatosan regisztraltuk. Eredmények minden mintdnal 50-50

allat atlagabol; majd élethossz-gorbéket rajzoltunk.

3.3.4. Izoflavonoidok extrakcioja ciklodextrinekkel és analizisiik

Kontroll kivonat: 1,5 g daralt, atszitalt drog (Ph. Hg. VIIL. rész. méret: ~ 1200 pum); kivonas 25
ml desztillalt viz/30 %-os etanol; 75 perc; ultrahangos razogép, 25°C. Kivonatok: 1,5 g daralt,
atszitalt drog (Ph. Hg. VIL rész. méret; ~ 1200 um); kivonas: 25 ml desztillalt viz/ 30%-0s
etanol + 0,01 M, 0,03 M, és 0,05 M B-, y-, HP-B- és RAMEB-CD. Centrifugalas 7000 rpm-on;
sziirés 0,22 um-es membranszirén. A HP-B-CD DS-e 4,2 volt, a RAMEB-CD DS-e ~12.

Az analizis koriilményei megegyeztek a hagyoményosan kivont izoflavonoidok azonositasara

alkalmazott HPL-MS moédszerrel (Id. 2.3.1.).
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4. Eredmények és megvitatasuk
4.1. Triterpenoidok vizsgalatanak eredményei
4.1.1. Triterpenoidok azonositasa Ononis spinosa gyokér kivonatokban GC-MS

modszerrel szarmazékképzés nélkiil

Az Ononidis radix kivonatok el nem szappanosithatd frakcidiban GC-MS mddszerrel a -
szitoszterol (M*414), sztigmaszterol (M*412), kampeszterol (M*400), sztigmasztan-3,5-dién
(M*397) szterol komponenseket, a triterpénszarmazék B-amirint (M*426) és a specialis szeko-
triterpén a-onocerint (M*443) azonositottuk.

Az elszappanositasi eljaras soran, feltehetden a glikozidok és észterek elhidrolizaltak, igy a
terpénalkoholokat szabad forméaban tudtuk azonositani. Az egyes komponensekre szdmolt
Kovats indexek rendre 3304; 3230; 3260; 3342 ¢és 3318 a sztigmasztan-3,5-dién,

kampeszterol, sztigmaszterol, -szitoszterol és B-amirin esetében.

4.1.2. A kiilonb6z6 kivonasi modszerek hatasanak vizsgalata a p-szitoszterol tartalomra,

illetve a triterpenoid osszetételre

A kiilonb6z6é szerves oldoszerek polaritasa szerint a legnagyobb triterpenoid-hozamot a
hexanos kivonatban mértiik. Ezt kdvette az izopropanolos, illetve az etilacetatos kivonat. A
hexanos utani ismételt etanolos kivonassal még szignifikdns mennyiségii anyagot sikeriilt
Kivonni; ez arra utal, hogy a triterpének/szterolok részben kotott formaban (glikozidok,
észterek) voltak jelen, és apolaris olddszerrel nem voltak kinyerheték. A metanolos kivonat el
nem szappanosithatdo része volt a legalacsonyabb hozamut, amit a kivonds alacsony
szelektivitdsa indokol; a metanol a hexdnhoz és a szuperkritikus széndioxidhoz viszonyitva
lényegesen polarisabb, igy tobb polaris anyagot old ki, ami a tisztitds soran eliminaldédik. A
legjobb hatasfoka az alacsonyabb nyomason tortént szuperkritikus kivonasnak volt, s azon
belill is a rovidebb id6 kedvezett a triterpenoidok kinyerésének. A legnagyobb mennyiségii el
nem szappanositott frakciok a szuperkritikus fluid extrakcidkban voltak; a legnagyobb
mennyiség a 100 baron 60 perces kivonatban volt. A féliizemi szuperkritikus kivonat hozama
megkozelitette a hexdnos kivonatét, de a legmagasabb hozamu analitikai kivonatnak alig

harmadat érte el, mig a hexanos kivonat hozama alig fele az 1-es SFE kivonaténak.
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Az el nem szappanositott frakciokat nézve, a B-szitoszterol tartalma a hexanos és az SFE
kivonatoknak volt a legmagasabb. Az alkoholos kivonatok B-szitoszterol tartalma arra enged
kdvetkeztetni, hogy a B-szitoszterol részben kémiailag kotott formaban talalhatd a ndvényben.
Az SFE kivonatok koziil a legnagyobb - szitoszterol tartalma az 1-es kivonatnak volt.
Tanulmanyoztuk a triterpenoidok relativ koncentraciojat ugyanezekben a kivonatokban GC-
FID mérések alapjan. A B-szitoszterol szazalékos aranya a hexdnos és a féliizemi SFE
kivonatban volt a legnagyobb, ezt kovetik az etanolos és metanolos kivonatok. A metanolos
¢s a félizemi SFE kivonat tartalmazott kampeszterolt, ellentétben a tobbi kivonattal. Az a-
onocerin aranya az etilacetatos kivonatban volt a legnagyobb, sztigmaszterolt és B-amirint
nem talaltunk a hexanos, etilacetatos €s az izopropanolos kivonatokban. A sztigmasztan-3,5-
dién valamennyi frakcioban megtalalhato volt. A triterpenoidokra leginkabb szelektiv kivonat
a félizemi SFE frakcio volt (93.3%), ezutan a hexanos frakcio (71.8%). Az etanolos és
metanolos frakcioban talalt viszonylag magas triterpenoid arany azzal magyarazhat6, hogy
egy résziik kotott allapotban van jelen a novényben, és a kevésbé apolaris oldoszerek
alkalmasabbak ezek kivonasara. Bar a szuperkritikus kivonatok hozama kisebb, mint a

tradicionalis eljarassal késziilteké, sokkal szelektivebb a triterpenoidokra.

4.2. Izoflavonoidok vizsgalatanak eredményei

4.2.1. TIzoflavonoidok azonositasa HPLC-MS/MS-sel

Az Ononidis radix-bol 30% etanollal kivont izoflavonoidok nagy tobbsége
glikozid/galaktozid, glikozid- malonat volt. A kovetkezd molekulaionokat [M+H']
detektaltuk: m/z 431, 433, 447, 477, 517, 519, 533, 563. Mivel az ionizacié lagy volt,
jelentdsebb fragmentacido nem tortént; a konnyebben lehasadd cukor- és észterezd csoportok
elvesztése figyelhetd meg (malonil-, glikozil-, galaktozil-csoport). Az el6fordulo
izoflavonoidok m/z értékei igen kozel helyezkedtek egymashot, valamint tobb molekulaionnal
2-2 vegyiilet is szoba johetett. A 433-as molekulaion a hozza tartozo 269-es produktionnal a
genisztein-7-O-B-D-glikozidot (genisztei) s ennek aglikonjat jelzi. Az m/z 431-es molekulaion
a 269-es produktionnal jellemzéen a formononetin-7-O-B-D-glikozid (ononin), illetve annak
aglikonja. A 447 m/z értékhez tartoz6 harom komponens koziil az elsé kettd a kalikozin-7-O-
glikozid, a masik ion pedig kémiai szerkezet, korabbi UV-adatok és kromatografias
viselkedés alapjan a maackiain-7-O-monohexozid. A maackiain apolarosabb szerkezete miatt

késébb elualodik az oszloprol. Két komponens 519 m/z-nél feltehetden két formononetin-7-
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O-monohexozid-malonat izomer vagy glikozid/galaktozid testvérek, figyelembe véve, hogy a
galaktozidok késobb jonnek le a kromatografids oszloprol; egymashoz viszonylag kozel. Az
519-es két molekulaion a genisztein-7-O-monohexozid-malonat, illetve a medikarpin-7-O-
monohexozid-malonat; a medikarpin a maackiainhoz hasonloé apolarisabb szerkezettel bir,
ennél fogva kromatografiasan tdvolabb helyezkedik el, mint a genisztein glikozidja. Talaltunk
két uj, irodalomban még nem kozolt izoflavonoidot, a kalikozin-7-O-glikozidot (m/z 447) és
az irizolidon-7-O-glikozidot (m/z 477), illetve ezek malonil-szarmazékait (m/z 563 és 533).

Azonossagukat irodalmi UV- adatokkal is megerdsitettiik.

4.2.2. Genisztein és daidzein ciklodextrin komplexeinek vizsgalata

¢ Genisztein és daidzein molekula optimalizacioja f- és y-CD-nel

Az optimalizalasok sikeresen megtorténtek a PM3 szemi-empirikus modszerrel - és y-CD
esetében, a szamitasok egyeztek, s nem volt jele atfedésnek a Van der Waals feliiletekben a

CD ¢s ligandja kozott az output komplexben.
e Genisztein és daidzein fazisoldékonysagi vizsgalata

A genisztein és daidzein fazisoldékonysagi diagramja mind a négy CD-nel (B- , y-, HP- -,
RAMEB-CD) emelked6 oldékonysagi tendenciat mutat az alkalmazott 0-10%-0s CD
koncentracié tartomanyban. A legnagyobb oldékonysag fokozast a HP-B- és a RAMEB-CD

esetén tapasztaltuk.

¢ Genisztein és daidzein /CD komplexek kioldédasi profilja

A genisztein és a daidzein vizben nagyon gyengén oldddnak; oldékonysaguk 2,97 illetve 3,70
ug ml™, ezért vizes rendszerekben valé alkalmazasukhoz oldékonysag fokozas sziikséges. A
CD-ek minden esetben megnovelték a kioldodast, raadasul a szubsztitualt CD-ek
oldékonysaga a fazisoldékonysagi gorbével dsszhangban rendkiviili médon megndvelte a
genisztein vizes oldatba vitelét. A genisztein komplexei koziil magasan a legjobb kioldodésa a
RAMEB-CD komplexeinek volt; geniszteinnél kdzel 20-szorosara nétt az oldékonysag,

daidzeinnél korilbeliil 6,5-szeresére.
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A y-CD-es komplexeknél megfigyelhetd kezdeti koncentracidcstics a y-CD altalanosan jobb
nedvesedésének kovetkezménye, ezt korabbi nedvesedési peremszog vizsgéalatok is

alatamasztjak.

e Genisztein és daidzein / CD komplexek 'H-NMR vizsgalatanak eredményei

A spektrum kinagyitott részlete intramolekularis keresztcsticsot mutat a 4-hidroxifenil
molekularészlet aromas dublettjei kozott. A zarvanykomplex szempontjabol fontos
intermolekularis keresztcsucsok a 4-hidroxifenil molekularészlet dublettjei és a ciklodextrin
iiregében taldlhato H-5 és és H-3 protonok kozott detektalhatok. Ezek relativ intenzitisai
alapjan megallapithato, hogy a teljes aromas gylrii a ciklodextrin iiregében helyezkedik el, a
vendégmolekula a szélesebb nyilas feldl 1ép a gazdamolekula iiregébe, ezt megerdsiti egy

tovabbi gyenge keresztcsucs a B gylirti szingulettje és a gazdamolekula H-5 protonja kézott.

e Genisztein és daidzein / CD komplexek CD spektroszkopia vizsgalatanak

eredményei

A komplexalodas bizonyitott a CD spektrumok alapjan mind a négy ciklodextrinre; az
indukalt savok mindkét komponens esetében jelzik az izoflavon molekuldk iiregbe zarodasat.
A genisztein és a daidzein, mint akiralis molekuldk nem rendelkeznek CD; spektrummal.
Amennyiben a kromofor csoport kiralis kornyezetbe keriil, ugy kiralisan perturbaltta valik és
megjelenik egy indukalt CD spektrum (ICD). A geniszteinnél azonban a y-CD esetében
valosziniileg mas az izoflavon molekula orientacidja, mint a B-CD szarmazékok esetében.

A genisztein esetében a B-CD és HP-B-CD negativ eldjelit ICD savokat eredményezett, bar
ezek lefutasa eltérd, igy feltételezhetd, hogy a két komplex nem teljesen azonos szerkezetii. A
v-CD esetén pozitiv eldjeli a gorbe, amely alapjan feltételezhetd, hogy a genisztein mas
orientacioban alakit ki kolesonhatast a CD-nel. A RAMEB-CD esetén kapott spektrum
feltehetden a kolloidalis méretli részecskék fényszorodasa miatt nem hasonlit a tobbihez. A
daidzein spektrumaindl a B-CD esetében 251-nél talalhatoé a legintenzivebb pozitiv eldjeli
sav. A HP-B-CD-nél 250 koriil a B-CD analdg intenzitasu €s eléjelii pozitiv sav, viszont a 350
nm-nél megjelend negativ sav alapjan feltételezhetd, hogy a komplex szerkezete eltér a f-CD

komplexétdl. A leginkdbb eltéréd CD spektrum a y-CD esetében tapasztalhatd; vélhetd, hogy a
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vendégmolekula CD komplexe alapvetden eltérd szerkezettel rendelkezik, mint a kiilonb6z6
tipustt B-CD-ek esetén. Az RAMEB-CD esetén a legnagyobb intenzitasu a CD-jel (az UV is
ennél mutatja a legnagyobb valtozast a telitett daidzein spektruméhoz képest), szerkezete

viszont alapvetden a B-CD spektrumara hasonlit.

4.2.3. Izoflavonok és CD-komplexeik vizsgalata biolégiai tesztekben
e Genisztein és daidzein / CD komplexek membranpermeabilitasanak vizsgalata

Caco-2 sejtvonalon

A genisztein €s a genisztein CD komplexeinek latszolagos permeabilitasi koefficiens értékei
arra utalnak, hogy a B-CD, HP-B-CD, és a GCD komplexek formajaban oldott genisztein
gyorsabban jutott at a Caco-2 monolayeren. A RAMEB csak kis mértékben gyorsitotta a
transzport sebességét, annak ellenére, hogy a legnagyobb mennyiségli geniszteint képes
oldatok (a maximalis oldékonysagnak megfeleléen), eltéré mennyiségli genisztein
transzportalodott. Ellenben az Onmagaban oldott genisztein egy nagysagrenddel kisebb
sebességgel jutott 4t a Caco-2 monolayeren. Bar a RAMEB-CD képes a legnagyobb
mennyiségli geniszteint komplexképzés tjan oldatba vinni, nem a RAMEB esetében mértiik
a legnagyobb transzport mennyiséget illetve az atjutott genisztein mennyiséget, hanem a y-CD
esetében. (RAMEB /genisztein komplexalds erdsebb, mint a y-CD /genisztein; talan nem tud
olyan kénnyen atjutni a genisztein a membranba a komplexbdl).

Osszevetve a kiindulasi koncentraciokat, a transzport sebességét illetve a transzportalodott
anyagmennyiségeket elmondhatd, hogy az alkalmazott ciklodextrinek nem csak az
oldékonysagot novelték meg, hanem a transzport sebességét is pozitiv irdnyba képesek voltak
modulélni, &m nem egyforma mértékben.

A daidzein és a daidzein CD komplexeinek latszolagos permeabilitasi koefficiensei azt
mutatjak, hogy ahogy oldatba keriil a daidzein, mar konnyen atjut a Caco-2 sejtek altal
maximalis oldékonysdgnak megfeleléen), eltérd mennyiségli daidzein transzportalodott.
Ennek megfeleloen abbol a kiindulasi oldatbol, amelyben tobb daidzein volt, tobb
transzportalodott. Mivel a transzport sebessége a ciklodextrinek jelenlétében ugyanolyan
nagysagrendii volt, mint ciklodextrin nélkiil, vélhetéen a ciklodextrinek a permeabilitast

oldékonysag novelés révén fokoztak.
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e Genisztein és P-CD-nel Kképzett komplexének élettartam novelé hatasa

Caenorhabditis eleganson

A 10. napon szamolt egyedek 95 illetve 96%-a ¢élt a genisztein tartalmu taptalajok esetében, a
genisztein/B-CD-nél 97-100%-uk volt életben; ez mar itt szignifikans az iires, illetve B-CD-

es taptalajok 88 és 86%-aval szemben. A 14. napon mar sokkal kiugrébb a kiilonbség: az iires
taptalajt fogyasztd allatoknak 30%-a, a B-CD-tartalmut fogyasztoak 43%-a volt életben, mig a
geniszteines taptalaj esetében ez az érték 61 és 65%, a B-CD-nel komplexalt geniszteinnél
pedig 86 és 89% volt. A 15. napon a tulélési aranyok 22 és 39%, 51 és 54 %, illetve 82 ¢és
87% voltak az ires, a f-CD-tartalmu, a genisztein tartalmi és a genisztein/B-CD komplex
tartalm taptalajok esetében. Egyértelmili, hogy a komplexalds megnovelte a genisztein
biologiai hozzaférhetdségét. Az is latszik, hogy a csak B-CD-t tartalmazé taptalajnak is volt

némi hatasa az allatkak élethosszara.

4.2.4. Ononidis radix izoflavonoidok, illetve kivonataik jellemzése
e Izoflavonoidok mennyiségi jellemzése Ononis spinosa gyokér hagyomanyos

moédon és kiilonbozo ciklodextrinekkel késziilt kivonataiban

e  Azizoflavonoidok mennyiségi jellemzése a 30%-0s etanolos - CD-es kivonatokban

A legnagyobb 6ssz-izoflavon teriilet eloszlasa a HP-B-CD-es kivonatoknak van, s a legkisebb
a y-CD-es kivonatok esetében. Erdekes, hogy a ciklodextrinek koncentracidjanak novelésével
enyhén csokken az izoflavonoid tartalom. A kontrollhoz (30%-o0s etanolos kivonat) hasonlitva
a CD-es kivonatokat még a y-CD-nél is jobb a hagyomanyos kivonds hatékonysaga. Mivel a
B-CD vizoldékonysaga elég alacsony, s ez etanollal csak bizonyos szintig emelhetd (2,2%;
30% etanol), a masik két magasabb koncentracioban mar nem oldodott 161, ezért a kdvetkezd
Iépcsdkben nem tudtuk vizsgalni a kivondsra gyakorolt hatdsat.

A kivonas soran a CD-ek a HP-B-CD > 3-CD > RAMEB-CD > y-CD sorrendben segitették az
izoflavonoidok kinyerését az Ononis spinosa gyokér drogbol. Mindazonaltal a kontroll
kivonat izoflavonoid-hozama még igy is elég magas volt, igy csupan a HP-B-CD tartalmu
kivonatok izoflavonoid tartalma volt a kontrollhoz mérhetd.

Ezek az eredmények mind azt tdmasztjak ald, hogy az etanol, bar kétségkiviil jo hatasfokkal
vonja ki az izoflavon-glikozidokat s altalaban a flavonoidokat, ebben az esetben gyakorlatilag

elnyomja a ciklodextrinek hatasat; 1évén & maga is kompetal a ciklodextrin iiregekért. Igy az
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etanol markans hatadsa érvényesiil a ciklodextrinekkel szemben. A RAMEB-CD nagyon
csekély hatasa azzal magyarazhat6, hogy bar rendkiviil konnyen feloldodott a vizes etanolban,
a szekunder végén 1év0 szubsztituens metilcsoportok mégis egy apolarisabb kiilsé feliiletet
kolcsondznek a gylriimolekuldnak, igy a polarisabb izoflavon-glikozidok kevéssé affinisak
hozzad. A HP-B-CD ragyogd vizoldékonysaga ¢és a molekula kiils6 felszinének kelld
hidrofilitasa/polaritasa a legmagasabb izoflavonoid-hozamot produkalta.

Az egyes ciklodextrin szarmazékok eltér6 mennyiségben segitették a fent felsorolt
izoflavonoidok kivonasat; fliggéen az lregmérettdl, a polaritastol, a szubsztituensek
méretétdl, az oldallancoktol. A legnagyobb mértékben a HP-B-CD fokozta az izoflavonoidok
kivonasat. A y-CD és a HP-B-CD a malonil-izoflavonoidokat is kivonta a drogbol, ez arra
utalhat, hogy az etanol kompetdld hatdsa mellett a malonilcsoportok térhatasa is gatlolag
érvényesiil a komplex asszociacio soran. A legnagyobb mennyiségben a genisztint lehetett
kinyerni; itt a HP-p- és a RAMEB-CD volt a leghatékonyabb. A CD nélkiili kontroll
kivonatban az irizolidon-7-O-glikozid-6"-malonat, a formononetin-7-O-monohexozid-6"-
malonat, a maackiain-7-O-glikozid és a medikarpin- 7-O-glikozid malonatok mennyisége
meghaladta a t6bbi kivonatban talaltakét.

Mindazonaltal az izoflavonoidok kivonasahoz hasznalt ciklodextrin koncentracido emelkedése

nem fokozta egyértelmiien az izoflavonoidok mennyiségét.

e  Azizoflavonoidok mennyiségi jellemzése a vizes CD-es kivonatokban

Az ectanol nélkiili vizes kivonatokban sokkal jobban érvényesiilt a CD-eknek az
izoflavonoidok kivonasat segitd hatdsa; itt a kivonas valamennyi CD esetében feliilmulta a
kontroll vizes kivonat izoflavonoid-hozamat. A legnagyobb izoflavonoid tartalmat a 0,01 M-
os ¢és a 0,03 M-os CD-oldatokkal kaptuk. A CD-ek a kovetkez6 sorrendben segitették az
izoflavonoidok kinyerését: y-CD < RAMEB-CD < HP-B-CD. A y-CD-nek volt a leggyengébb
hatasa, valosziniileg a nagy aggregacios sajatsaga miatt. Hatékonysaga 0,01 M-nal volt a
legnagyobb, 0,03 és 0,05 M-nal valamivel kisebb, viszont nem érte el a kontrollt. A HP-B-CD
esetében volt a legkifejezettebb a ciklodextrinek oldékonysagndveld hatasa az izoflavonoidok
kivonasa soran: az egyes koncentracioknal 54-27% kozott mozgott a kiilonbség a kontroll
kivonattol. A RAMEB-CD-nek a HP-B-CD-nél valamivel gyengébb hatasa feltehetden a

gylriinyilasanal elhelyezkedd metilcsoportok jelenlétébdl ad6do apolarisabb jellegnek, illetve
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az izoflavonoidok nagyobb polaritasanak tudhato be, a RAMEB-CD esetében a kontrolltol
val6 eltérés 25-18% volt.

Osszességében azt mutatjdAk az eredmények, hogy a tiszta vizes rendszerben mér
szignifikdnsan érvényesiil a ciklodextrinek hatasa. Itt nem kompetal semmilyen mas anyag a
CD-tiiregekért, igy a CD-ek hozamfokozo hatasa egyértelmiien kifejezett. Valamennyi kivonat
azonositott 0sszizoflavon tartalma meghaladja a kontrollét. Ugyanakkor itt is a

legalacsonyabb CD koncentracioélépcsé bizonyult a legmegfelelobbnek a kivonashoz.

Egyes minor komponensek aranya emelkedik a CD koncentraciok novekedésével, ilyen a
formononetin-glikozid, a maackiain-glikozid-malonat; mas komponensek viszont csékkend
mennyiségben jelennek meg a tomegspektrumban. Ilyen a genisztin is, mely legnagyobb
mennyiségben a RAMEB-CD-t, illetve a HP-B-CD-t tartalmazé oldatokban talalhato jelent6s
mennyiségben, mint fokomponens. A genisztinen kiviil a kalikozin-7-O-glikozid és a
kalikozin-7-O-glikozid malonatja, illetve az ononin a RAMEB-CD
koncentracidemelkedésével novekvé mennyiségben jelennek meg. A formononetin-7-O-
monohexozid 2 malonatja és az irizolidon-7-O-glikozid jobbara a HP-B-CD és kevésbé a
RAMEB-CD tartalm kivonatokban lathatd, mennyiségik a CD koncentracioval nem
emelkedik. Az irizolidon-glikozid malonil szarmazéka féleg a y-CD és a HP-B-CD tartalmu
kivonatokban jelent meg. A medikarpin-7-O-glikozid malonil szarmazékat a HP-B-CD

tartalmt kivonatok tartalmaztak nagyobb mennyiségben.
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5. Kovetkeztetések és uj eredmények

Az Ononis spinosa apolaris jellegli, terapidsan is igéretes triterpénjeit vizsgalva, kiilonféle
polaritdsu kivondszereket - hexant, acetont, etil-acetatot, metanolt, etanolt, izopropanolt,
illetve szuperkritikus fluid CO,-ot - alkalmazva megallapitottuk, hogy triterpenoidok
kinyerésére leghatékonyabb a hexan €s a szuperkritikus fluid CO,. Szignifikans mennyiségii
szterol volt azonban még kinyerhet a polarisabb kivonodszerekkel, mint az etanollal és a
metanollal; ez feltételezhetden a szterolok kémiailag kotott formaja miatt volt megfigyelhetd.
A fenti kivonatokban GC-MS moddszerrel a B-szitoszterol, kampeszterol, sztigmaszterol,
szitgmasztan-2,5-diént, o-onocerint és P-amirint azonositottunk, illetve értékeltilk az egyes
triterpenoidok részaranyat a kiilonbozd kivonatokban. Megallapitottuk, hogy a kiilonféle
komponensekben leggazdagabb kivonat a féliizemi koriilmények kozott késziilt SFE kivonat.
Kidolgoztunk egy szarmazékképzés nélkiili GC-FID moédszert a B-szitoszterol — mint
fokomponens - tartalom mérésére, majd vizsgaltuk az egyes fenti kivonasi modszerek hatasat
a B-szitoszterol tartalomra.

A relative legtobb B-szitoszterol a 100 baron késziilt SFE 1 és 2 kivonatokban volt; ezt
kovette a hexanos kivonat; a féliizemi 1éptékii kivonas soran ennél kevesebb [B-szitoszterol
volt kinyerhetd; igy a B-szitoszterol kinyeréséhez az alacsonyabb nyomas kedvezett.

A legnagyobb mennyiségli el nem szappanositott frakciok szintén az 1 és 2 szuperkritikus
fluid extrakciokban voltak; tehat az alacsonyabb nyomas kedvezébb volt a triterpenoidok
kivondsahoz.

Munkank soran HPLC-MS-sel sikeresen azonositottunk 14 izoflavon-monohexozid
szarmazékot az Ononis spinosa L. gyokérdrogjaban molekulaionjaik, fragment ionjaik,
aglikon standardek és irodalmi adatok alapjan. Az azonositott komponensek tobbsége
glikozid, illetve malonil- glikozid, ezek jelenlétét UV-adatokkal is megerésitettiik. Egy uj,
még irodalomban le nem irt komponensként az irizolidon-7-O-glikozidot és annak 6”’-malonil
szarmaz¢kat azonositottuk. Az Ononis spinosdban taladlhatod genisztein és daidzein aglikonok
vizben szinte alig oldodnak,

szamottevo bioldgiai hatasuk miatt igy indokolt lehet a molekularis kapszulazasuk.

Sikeresen komplexaltuk a genisztein és a daidzein izoflavonokat B-, y-, HP-B-, és RAMEB-
CD-nel 2:1 aranyban, és ezt cirkularis dikroizmus spektroszkopidval is megerdsitettiik.
Megallapitottuk, hogy az alkalmazott B-, y-, HP-B-, és RAMEB-CD ciklodextrinek vizben
tobbszordsére novelték a genisztein €s a daidzein kioldodasat a RAMEB-CD > HP-B-CD > f3-
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CD, y-CD sorrendben. Kisérletiinkben a B-, y-, HP-B-, és RAMEB-CD ciklodextrinek
transzportra gyakorolt hatdsat vizsgédlva azt talaltuk, hogy mindegyik ciklodextrin fokozta a
genisztein és a daidzein membrantranszportjat; igy feltehetden a bioelérhetdségét is. A
genisztein dnmagaban egy nagysagrenddel kisebb sebességgel jutott at a monolayeren, mint
komplexalt szarmazékai; a ciklodextrinek nem csak az oldékonysagot novelték meg, hanem a
transzport sebességét is pozitiv iranyba képesek voltak modulalni, &m nem egyforma
mértékben; a y-CD volt a leghatékonyabb ciklodextrin. A daidzein esetében a komplexalatlan
hatdanyag szintén joval kisebb sebességgel jutott at a monolayeren, kozel 2-3-szor, mint a
komplexalt forma. Ebben az esetben a RAMEB-CD volt a leghatékonyabb, mindazonaltal a
daidzeinn¢l a ciklodextrinek a permeabilitast feltehetéen az oldékonysadg novelése révén
fokoztak.

A genisztein és a daidzein jelentésen novelte a Caenorhabditis elegans élettartamat oxidativ
stresszben. Kisérletiinkben a genisztein/B-CD komplex esetében jelentds hatasfokozodast
tapasztaltunk a tiszta geniszteinhez képest; ez a biologiai hozzaférhetéség novekedésére
enged kovetkeztetni.

Az Ononidis spinosae radix izoflavonoidok kinyerését vizsgalva B-, y-, HP-B-, ¢s RAMEB-
CD ciklodextrinek segitségével megallapitottuk, hogy a ciklodextrinek tiszta vizes kozegben
jelentésen novelték a kivont izoflavonoidtartalmat; a HP-B-CD hatasa volt a legjelentdsebb,
valamivel kevesebb izoflavonoidot vont ki a y-CD, illetve a RAMEB-CD. A 30 %-0s etanolos
kozegben a ciklodextrinek hatdsa nem érvényesiilt kelloképpen; az etanol jelenléte ezt a hatast
lerontotta. A legmagasabb izoflavonoid hozamot szintén a HP-B-CD vonta ki, majd a y-CD,
illetve a RAMEB-CD, azonban a legutobbi a kontrollnal nem volt hatékonyabb.
Megfigyeltiik, hogy az alkalmazott CD koncentraciok koziil a legalacsonyabb, vagyis a 0,01
M volt a legkedvezdbb a kivondshoz, a masik két magasabb koncentracio esetében, némileg
kevesebb anyagot sikeriilt kivonni. Az ciklodextrines etanolos kivonatban inkabb a
glikozidokat nyertiik ki relative nagyobb mennyiségben, mig a vizes kivonatokban a malonil
szarmazékok nagyobb ardnyban jelentek meg a tomkegspektrumban. A legnagyobb

mennyiségben kivont izoflavonoid a genisztin és az ononin volt.
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